RESUMO
RESUMO

Visando ao desenvolvimento de um novo protocolo para a micropropagação da goiabeira serrana (Acca sellowiana (Berg) Burret) foram estabelecidos experimentos com segmentos nodais e microestacas. As citocininas 6-Benzilaminopurina (BAP), Cinetina (Kin) e 2-Isopenteniladenina (2-iP) foram adicionadas ao meio de cultura Woody Plant Midium-WPM, visando à proliferação de brotações múltiplas dos genótipos
 53B-7, 101, 529 e 152-12 
x 458. As microestacas obtidas in vitro foram submetidas a diferentes períodos de indução, em 20µM de ácido indolbutírico (AIB) e, posteriormente, transferidas para meio de cultura isento desse fitorregulador para a indução de raízes ou, alternativamente, submetidas a diferentes concentrações e tempos de exposição em AIB e transferidas para substrato. As citocininas empregadas não promoveram aumento na taxa de proliferação de brotos em relação à testemunha. O meio de cultura basal WPM, adicionado de Kin (5µM), proporcionou maior altura média dos brotos. Segmentos nodais do acesso 101 cultivados em meio de cultura WPM, isento de fitorreguladores, apresentaram maiores taxas médias de proliferação. Pulsos de seis dias com AIB (20µM) induziram uma maior taxa de enraizamento (68,9%), um maior número médio de raízes (1,3 raízes) e raízes com maior comprimento médio (5,6mm). Microestacas enraizadas ex vitro, pela imersão em AIB (100µM) por 60 minutos, resultaram em maior altura das plantas (45,3mm), número de raízes secundárias (11,3 raízes), massa fresca (1069mg) e seca das raízes (282mg).
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SUMMARY
The objective of this study was to establish a micropropagation protocol for Acca sellowiana (Berg) Burret. Nodal segments of in vitro cultivated plantlets of the genotypes 53B-7, 101, 529 and 152-12 
INTRODUÇÃO
A goiabeira serrana (Acca sellowiana (Berg) Burret), pertencente à família Myrtaceae, é uma espécie frutífera que se encontra nativa no sul do Brasil e no Uruguai. Em Santa Catarina, essa espécie ocorre espontaneamente em áreas com altitudes superiores a 1000 metros, mas ainda não é cultivada comercialmente, ao contrário do que ocor-re em outras partes do mundo, especialmente na Nova Zelândia, Estados Unidos e Colômbia (DUCROQUET & HICKEL,1997) .
Essa espécie apresenta porte reduzido, raramente ultrapassando 4m de altura em condições de cultivo. A goiabeira serrana é uma espécie predominantemente alógama, de floração tardia que floresce nos meses de outubro-novembro quando não há mais riscos de geada e cuja polinização é assegurada em boa parte por pássaros frutívoros (DUCROQUET & HICKEL, 1997) . Em conseqüên-cia, indivíduos com alta variabilidade genética são esperados na progênie, dificultando a fixação de características de interesse agronômico.
A propagação vegetativa convencional dessa espécie por estaquia apresenta baixa eficiência (DUARTE et al., 1992; FACHINELLO et al., 1992) . A enxertia, processo atualmente utilizado para a implantação de ensaios de multiplicação, apresenta resultados aleatórios (FACHINELLO et al., 1992) . Uma das causas é a contaminação por fungos, cujo desenvolvimento é favorecido pelo ambiente quente e úmido da casa de vegetação (ANDRADE & DUCROQUET, 1992) .
Tendo em vista essas limitações, técnicas de cultura de tecidos vegetais constituem-se em ferramentas que podem ser aplicadas para a micropropagação clonal massal de genótipos superiores e para a domesticação dessa espécie. Nesse sentido, a micropropagação por indução à embriogênese somática foi empregada com sucesso por GUERRA et al. (1997) (LLOYD & McCOWN, 1980) , com a adição de carvão ativado (1,5g/). O meio de cultura basal foi acrescido de vitaminas de Morel (MOREL & WETMORE, 1951) , sacarose (30g/) e geleificado com agar-agar (6,5g/). O pH foi ajustado com NaOH (0,5N) para 5,8 antes da autoclavagem. As culturas foram mantidas em câmara de crescimento, com temperatura (25 ± 2 o C), intensidade luminosa (35,7µmol m -2 s -1 ), umidade relativa (60 ± 5%) e fotoperíodo (16h) controlados.
Para definir o tipo e a concentração dos fitorreguladores, adicionados ao meio de cultura basal e à escolha do acesso de maior potencial de proliferação de brotos, foram realizados dois ensaios.
Ensaio 1 -Plântulas do acesso 53B-7 tiveram seus eixos caulinares separados em câmara de fluxo laminar para a obtenção de segmentos nodais, que foram inoculados em tubos de ensaio (dois explante por tubo) contendo 15m de meio de cultura basal WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas. As parcelas foram arranjadas segundo um delineamento fatorial 3 x 4, com 13 tratamentos: três fitorreguladores (BAP, Kin e 2-iP) em quatro concentrações (0,05; 0,5; 5 e 50µM) e o meio de cultura basal livre de fitorreguladores, com três repetições, usando-se 10 segmentos nodais por unidade experimental (5 tubos de ensaio). Os dados de número de nós por plântula, número e altura de brotos (mm) foram coletados aos trinta dias após a inoculação. Quando necessário, os dados foram transformados e posteriormente submetidos à análise da variância e ao teste de separação de médias SNK (5%). Os dados de número de nós por plântula e altura de brotos foram submetidos à análise de regressão , para avaliar a capacidade regenerativa de brotos em função da concentração das três citocininas testadas.
Ensaio 2 -Segmentos nodais dos acessos 53B-7, 101, 529 e 152-12 x 458 foram inoculados em tubos de ensaio, contendo 15m de meio de cultura basal WPM adicionado de Kin (0 e 5 µM). O delineamento experimental foi arranjado em um fatorial 5 x 2, onde foram testados cinco acessos e dois níveis de Kin, totalizando 10 combinações. Cada unidade experimental foi constituída de 10 segmentos nodais e arranjada em forma de blocos completamente casualizados, com quatro repetições. Os dados de número de nós por plântula e números de brotos por explante foram coletados aos trinta dias após a inoculação. Quando necessário, esses dados foram transformados e submetidos à análise da variância e ao teste de separação de médias (SNK a 5%).
Microestacas originadas da proliferação de brotos do acesso 101 foram submetidas a dois ensaios, para promover a indução do sistema radicular:
Enraizamento in vitro -Microestacas contendo dois segmentos nodais (± 2,5cm de altura) foram submetidas a diferentes períodos de indução (0, 3, 6, 9 e 12 dias), em meio de cultura WPM líquido adicionado de AIB (20µM). Após a indução, os explantes foram transferidos para meio de cultura basal WPM geleificado isento de auxina. Cada unidade experimental foi composta de cinco microestacas, arranjadas de forma completamente casualisada, com cinco tratamentos (cinco períodos de indução) e três repetições. Dados de percentagem de enraizamento, número e comprimento de raízes (mm) foram coletados aos trinta dias de cultivo. Em seguida, esses dados foram submetidos à análise da variância, teste de separação de médias (SNK a 5%) e à análise de regressão em função do tempo de exposição ao AIB.
Enraizamento ex vitro -Microestacas, contendo dois segmentos nodais (± 2,5cm de altura), provenientes do cultivo in vitro, foram transferidas para as condições ex vitro. Para promover a indução do sistema radicular, as bases das microestacas foram expostas em diferentes níveis de AIB (0, 10 e 100µM) e diferentes períodos de indução (0 e 60 minutos).
Após a indução, essas microestacas foram transplantadas em bandejas alveoladas, contendo como substrato uma mistura de vermiculita e casca de arroz carbonizada, na proporção de 1:1 (v:v) e transferidas para sala de aclimatização em condições de alta umidade relativa do ar, temperatura (28°C) e intensidade luminosa (40µmol m -2 s -1 ) controladas, visando a evitar a desidratação das plântulas. Cada unidade experimental foi constituída de oito microestacas, arranjadas de forma completamente casualizada, com quatro repetições. Os dados de número de raízes primárias, raízes secundárias, massa fresca (mg), massa seca (mg) e altura das plântulas (mm) foram coletados aos trinta dias após a transferência. Quando necessário, esses dados foram transformados e submetidos à análise de variância e ao teste de separação de médias (SNK a 5%).
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Efeito de diferentes citocininas na proliferação de brotações.
A adição de citocininas ao meio de cultura basal WPM não proporcionou aumento na taxa de proliferação em relação à testemunha, seja em nú-mero de brotos ou em número de nós (tabela 1). No entanto, as taxas médias mais altas de proliferação Tabela 1 -Efeito da adição de BAP, Kin e 2-iP (0.05, 0.5, 5 e 50µM) e formulação salina WPM (Lloyd & McCowm,1980) , no número de nós por plântula, número de brotos e na altura de brotos do acesso 53B-7 de A. sellowiana, 30 dias após a inoculação. CCA/UFSC, 1996/97. A evolução das taxas de proliferação de brotos, em número de nós e altura, foi submetida à adequação dos modelos quadráticos (análise de regressão), para os dois parâmetros e fontes de citocininas (figura 1). Os altos valores dos coeficientes de determinação (r 2 ) para os dois parâmetros testados e níveis de fitorreguladores expressam confiabilidade nas trajetórias, pois para esses sistemas consideram-se altos aqueles valores de r 2 , que ocorrem entre 0,5 e 0,9 (COMPTON, 1994) . O cálculo da derivada dessas curvas sugere a existência de um nível ótimo de Kin, estimado em 22,8µM, para a obtenção dos valores mais elevados no parâmetro número de nós por plântula e um nível de 23,7µM para a variável altura dos brotos, inferindo-se para esta concentração uma taxa média de proliferação de 4,4 nós por plântula e 34,3mm de altura dos brotos (figura 1a e 1b). No entanto, como estes níveis de reguladores de crescimento não foram testados, a confirmação desses resultados necessita ser comprovada experimentalmente, testando-se várias concentrações entre 5µM e 50µM dessa citocinina.
Outros trabalhos também revelaram a necessidade de níveis mais elevados de Kin, em relação ao BAP, para a proliferação de brotos in vitro de Brassica juncea (SHARMA et al., 1990) . Em Citrus aurantifolia e C. reticulata, maior proliferação de brotos foram obtidos como resposta à adição de 33,3µM de BAP ao meio de cultura basal (PÉRES-MOLPHE-BALCH & OCHOA- ALEJO, 1997 
Efeito dos genótipos na proliferação de brotos
A análise de variância revelou diferenças significativas (P<0,01) entre os diferentes acessos testados, para os parâmetros número de nós e de brotos, 30 dias após a inoculação. As maiores taxas médias de proliferação de brotos (2,0 nós/plântulas) e número de brotos (1,0 broto/explante) foram obti- 
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Figura 1 -(a) Número médio de nós por plântula, (b) altura de brotos, a partir de segmentos nodais do acesso 53B-7 de F. sellowiana Berg, em resposta aos fitorreguladores BAP, KIN e 2-iP (0,05, 0,5, 5,0 e 50,0µM), adicionados ao meio de cultura basal WPM (Lloyd & McCown, 1980) 
Indução ao enraizamento das microestacas
Enraizamento in vitroObserva-se na figura 2 que pulsos de três dias na presença de AIB (20µM), em meio de cultura basal, foram suficientes para induzir o enraizamento de 52,6% das microestacas (figura 2a). Essas microestacas apresentaram um número médio de 1,1 raí-zes/plântula (figura 2b) e um comprimento médio de 4,3mm/raiz (figura 2c). Entretanto, o ponto máximo obtido pelas derivações das respectivas equações demonstrou que pulsos em torno de seis dias resultaram em taxas médias de enraizamento de 68,9% Tabela 2 -Taxa média de regeneração in vitro de brotos e nós por explantes dos genóti-pos 101, 529, 53B-7 e 152-12 x 458 de Feijoa sellowiana Berg., cultivados em meio de cultura WPM suplementado com Kin (0 e 5µM), 30 (trinta) dias após a inoculação. CCA/UFSC, 1996/97. Figura 2 -Análise de regressão para o potencial de enraizamento in vitro de microestacas do acesso 101 de F. sellowiana Berg. para: (a) percentagem de enraizamento, (b) número e (c) comprimento de raízes em função do tempo de indução ( 0, 3, 6, 9 e 12 dias) em AIB (20µM), adicionado ao meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) , 30 dias após a indução. CCA/UFSC, 1996/97.
Acesso
(figura 2a), 1,5 raízes/plântula (figura 2b) e raízes com comprimento de 5,6mm (figura 2c). Pulsos de AIB superiores a seis dias resultaram em sintomas de fitotoxidade às microestacas e diminuição da percentagem de enraizamento, do número e comprimento das raízes. A indução do enraizamento de brotos in vitro, com elevadas concentrações de auxina e a posterior transferência para meio de cultura isento de fitorregulador, possibilita obter os melhores resultados na formação de raízes (GEORGE, 1993) . Resultados semelhantes ao presente trabalho no enraizamento in vitro de A. sellowiana foram obtidos por BASSI & COSSIO (1993) . Esses autores verificaram que tratamentos de AIB (4,65µM) e ANA (5,38µM), por um período de 30 dias em meio de cultura basal, resultaram em 77% dos brotos enraizados. O procedimento de pulsos com altas concentrações de AIB (200mg/) foi também utilizado para o enraizamento in vitro de Senna macranthera (SANTARÉM et al., 1996) . Pulsos de cinco minutos em solução de AIB (1%) demonstraram eficiência no enraizamento das microestacas de Purshia tridentata (EDSON et al., 1997) .
Enraizamento ex vitroTodas as microestacas transferidas diretamente para substratos formaram raízes e o índice de sobrevivência após a aclimatização foi de 92% (figura 3a, b, c). Esses valores podem ser considerados excelentes para essa espécie quando comparados com os resultados observados por DUARTE et al. (1992) , no enraizamento ex vitro de estacas semilenhosas da mesma espécie. Esses autores obtiveram uma taxa máxima de 31,6% das estacas enraizadas, quando utilizaram o AIB (5.000ppm) pelo método de imersão rápida. A maior taxa de enraizamento ex vitro de Purshia tridentata (72%) foi obtida quando microestacas com 1,5 a 2,0cm de comprimento foram submetidas a um tratamento de 0,1% de AIB em talco (EDSON et al. , 1997) . Microestacas de Pyrus calleryana revelaram 100% de enraizamento quando foram expostas por 24 horas ao AIB (30 e 50mg/) e imediatamente transferidas para substratos (PASQUAL & LOPES, 1991) .
No presente trabalho, as melhores respostas de indução ao enraizamento ex vitro das microestacas foram proporcionadas pelo tratamento com AIB (100µM) por um período de exposição de 60 minutos (figura 3b). Esse tratamento resultou em um maior alongamento caulinar, maior número mé-dio de raízes secundárias (11,3), maior massa fresca (1069mg) e massa seca (282mg) das raízes (tabela 3). Esses resultados diferem, para o teste SNK a 5%, das demais combinações de AIB e dos tempos de exposição. As menores taxas de enraizamento foram observadas na testemunha, quando as microestacas foram transferidas diretamente para substrato (tabela 3). Na figura 3, pode-se observar a formação de raízes primárias e secundárias em resposta aos diferentes tratamentos ex vitro (figura 3a, b, c) e o padrão de enraizamento in vitro a partir de segmentos nodais (figura 3d).
Os resultados obtidos neste trabalho perFigura 3 -Indução do enraizamento ex vitro de microestacas do acesso 101 de F. sellowiana Berg após 30 dias. a) 60 min de indução em AIB (10 µM), b) 60 min de indução em AIB (100 µM), c) 60 minutos em água (testemunha), d) Microestaca enraizada in vitro em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) DALVESCO, L.L., GUERRA, M.P. Organogênese e micropropagação da goiabeira serrana (Feijoa sellowiana Berg). Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 21, n. 1, p. 60-64, 1999 .
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Tabela 3 -Efeito do AIB (0, 10 e 100µM) e do período de indução (0 e 60 min) em microestacas de Feijoa sellowiana cultivadas ex vitro sobre a altura de plântulas (mm), número médio de raízes primárias e secundárias e massa fresca e seca das raízes (mg), 30 dias após a transferência. CCA/UFSC, 1996/97. 
